






















Avhandling                                                          
Handledare:              
Miikka Tarkia, Eero Mervaala                   




HELSINGIN YLIOPISTO - HELSINGFORS UNIVERSITET 
Tiedekunta/Osasto - Fakultet/Sektion – Faculty 
 Medicinska fakulteten 
Laitos - Institution – Department 
 Farmakologiska avdelningen 
Tekijä - Författare – Author 
 Émil Yliheljo 
Työn nimi - Arbetets titel – Title 
Proliferationen av kardiomyocyter hos neonatalmöss med inducerad hjärtinfarkt 
Oppiaine - Läroämne – Subject 
 Medicin; Farmakologi 
Työn laji - Arbetets art – Level 
 Avhandling 
Aika - Datum – Month and year 
 September 2017 
Sivumäärä -Sidoantal - Number of pages	
 23+1	
Tiivistelmä - Referat – Abstract 
Denna studie är en del av ett större projekt där man strävar efter att utveckla nya mikroRNA-
riktade terapier för hjärtats regeneration.  
Studien utreder ifall man kan se en ökning i proliferationen av kardiomyocyter efter en induce-
rad hjärtinfarkt. Den centrala frågeställningen är ifall neonatalmöss med inducerad hjärtinfarkt 
under dag 1 uppvisar bättre regenerationsförmåga av hjärtvävnaden än neonatalmöss med indu-
cerad infarkt under dag 7. Infarkterna inducerades kirurgiskt genom att ligera LAD-kranskärlet 
med ett stygn. Till studien användes också referensgrupper med möss utan infarkt, som vid 1 
eller 7 dagars ålder genomgått en kirurgisk öppning och slutning av bröstkorgen. 
Hjärtana avlägsnades 21 dagar efter ingreppen och frystes ner i tissue-TEK gel med hjälp av 
isopentan, varefter de snittades och markerades med antikroppar mot troponin I och mot Ki-67, 
ett protein som förekommer i prolifererande celler. Sedan användes fluorecerande sekundäranti-
kroppar och färgen DAPI för att markera proverna immunohistokemsikt. Studiens andra mål var 
att få markeringen att fungera, en förutsättning för att kunna räkna andelen prolifererande kar-
diomyocytkärnor. 
I beräkningen av kardiomyocytkärnor användes ett Matlab-baserat program, Nuquantus. Där-
med utreder studien även möjligheterna för automatiserad beräkning av cellkärnor. Programmet 
lyckades räkna mängden kardiomyocytkärnor men de prolifererande kardiomyocytkärnorna var 
man tvungen att räkna skiljt för hand. Andelen prolifererande kardiomyocytkärnor jämfördes till 
slut mellan mössen med infarkter och deras referensgrupper. 
I studien upptäcktes en signifikant skillnad i den naturliga regenerationsförmågan hos mössen 
med infarkt under dag 1 och deras referensgrupp. Ingen signifikant skillnad kunde konstateras 
mellan mössen med infarkt under dag 7 och den andra referensgruppen. Detta indikerar att det 
neonatala mushjärtat innehar potential för vidare regenerativ forskning, även för det större pro-
jektet och stöder tanken att hjärtats naturliga regenerationsförmåga avtar fort efter födseln.                         
(275 ord) 
Avainsanat – Nyckelord – Keywords 
Myocardial infarction; heart regeneration; proliferation 
Säilytyspaikka – Förvaringställe – Where deposited 
 Helda E-Thesis 
Muita tietoja – Övriga uppgifter – Additional information 
  
 ii  
Innehållsförteckning 
 
1.	 Inledning .................................................................................................................... 1	
2.	 Litteraturöversikt ........................................................................................................ 2	
2.1. Hjärtats regeneration påverkas av miRNA ............................................................ 2	
2.2. Kardiomyocyternas proliferation ........................................................................... 4	
2.3. Proliferativa markörer ............................................................................................ 5	
2.4. Djurmodeller i regenrativ hjärtforskning ............................................................... 6	
3.	 Avhandlingens målsättning ........................................................................................ 8	
4.	 Material och metoder ................................................................................................. 9	
4.1. Val av möss ............................................................................................................ 9	
4.3. Immunohistokemisk markering ........................................................................... 10	
4.4. Fluorescensmikroskopet ...................................................................................... 10	
4.5. Analys av bilder ................................................................................................... 11	
4.6. Analyseringsmetoder ........................................................................................... 12	
5.	 Resultat .................................................................................................................... 13	
5.1 Varierande mängd proliferation mellan grupperna ............................................... 13	
5.2. Bildanalys ............................................................................................................ 15	
6.	 Diskussion ................................................................................................................ 18	
6.1. Ökad proliferation efter infarkt ............................................................................ 18	
6.2. Val av försöksdjur ................................................................................................ 18	
6.3. Fägrningsprotokollet ............................................................................................ 19	
6.4. Bevarad morfologi viktig för analys .................................................................... 19	
6.5. Automatiserad beräkning av cellkärnor ............................................................... 20	
7.	 Källor ....................................................................................................................... 21	
 1 
1. Inledning 
En av de vanligaste dödsorsakerna hos människor i världen är kardiovaskulära sjukdo-
mar. De orsakar mer än 17 miljoner dödsfall årligen. (1) Hjärtinfarkt, en allvarlig kom-
plikation av kardiovaskulära hjärtsjukdomar, leder till hypoxi av myokardiet. Ett för-
längt tillstånd hypoxi av myokardiet resulterar i irreversibel skada och nekros av kar-
diomyocyterna. (2) I vuxen ålder har människans kardiomyocyter till stor del förlorat 
sin delningsförmåga, vilket innebär att skadan i myokardiet inte regenererar utan ett ärr 
bildas.  
Man har endast kunnat påvisa en liten regenerationsförmåga i människohjärtat. Regene-
rationen är dock väldigt långsam, 0.45-1% av kardiomyocyterna i ett friskt människo-
hjärta förnyas per år beroende på åldern. (3) I experimentella modeller har man visat att 
vissa djurarter, exempelvis zebrafisken, har en bättre regenerationsförmåga.  Neonatala 
möss har också en god regenerationsförmåga upp till ca en vecka efter födseln. Djurmo-
deller har därför aktivt börjat användas i forskning kring hjärtats regeneration.  (4) 
 Denna studie är en del av ett större projekt, där man försöker utveckla mikro-RNA ba-
serade terapier för regeneration efter en hjärtinfarkt. I studien försöker man klargöra 
graden av kardiomyocyternas proliferation i neonatala möss efter en hjärtinfarkt. Stu-
dien koncentrerar sig på att jämföra mängden prolifererande celler i 1 och 7 dagar gamla 
neonatalmöss med inducerad hjärtinfarkt. Kartläggningen av prolifererande celler görs 
immunohistokemiskt på sampel som tagits 21 dagar efter de inducerade hjärtinfarkterna.  
Som referensgrupp används 1 och 7 dagar gamla neonatalmöss med operativ öppning 
och slutning av bröstkorgen.  
I litteraturöversikten koncentrerar sig avhandlingen på hjärtats regeneration och mikro-
RNAs roll i regenerationen, men speciellt på proliferationen av kardiomyocyter som är i 
fokus för själva studien. Dessutom behandlas också proliferationsmarkörer allmänt och 
neonatala djurmodeller inom hjärtforskning. 
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2. Litteraturöversikt 
2.1. Hjärtats regeneration påverkas av miRNA 
Mikro-RNA (miRNA) är små icke kodande RNA bitar som har konstaterats ha en viktig 
roll för hjärtats regeneration. MiRNA syntesen börjar genom att RNA polymeras II syn-
tetiserar pri-miRNA som inne i cellkärnan klyvs till pre-miRNA av Drosha och DGCR8 
enzymerna. Pre-miRNA transporteras sedan ut i cytoplasman, där det klyvs av ett dicer-
enzym till enkelsträngat miRNA som bildar ett RISC (RNA induced silencing com-
plex). RISC styrs till rätt mRNA som det kan binda till och således inhibera proteinsyn-
tesen.  (5) 
 
Tack vare sin förmåga att inhibera proteinsyntesen kan miRNA påverka bl.a. reglering-
en av genexpressionen inom stamcellers differentiering, omprogrammeringen av celler 
och kardiomyocyternas proliferation. Detta gör miRNA till ett intressant mål inom re-
generativ hjärtforskning.  (5) 
 
Stamcellsdifferentieringens (bild 1 punkt 2) mål inom hjärtforskning är att få stamceller 
att differentieras till funktionella kardiomyocyter. MiR-1 familjens miRNA förekommer 
rikligt i embryonala stamceller och har visat sig stimulera differentieringen av de em-
bryonala stamcellerna till ett förstadie av kardiomyocyter, samt minska apoptosen av 
celler efter en infarkt  (6). MiR-133 är en annan grupp av miRNA som skyddar stamcel-
ler från apoptos  (5). En annan viktig miRNA familj med tanke på stamcellsdifferentie-
ringen är miR-499 familjen. En överexpression av miR-499 minskar RoD1 (regulator of 
differentiation 1) och SOX6 (sex determing region Y-Box 6) genernas expression och 
ökar differentieringen mot kardiomyocyter  (7). I neonatala hjärtstamceller har man 
kunnat påvisa också en mer än fördubblad expression av miR-17/92 klustret, men ännu 
har man inte kunnat utreda dess exakta roll i regleringen av stamcellsdifferentieringen. 
Man har dock kunnat visa att avsaknaden hos neonatalmöss av miR-17/92 leder till både 
hjärtdefekter och lunghypoplasi.  (8)  
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Bild 1. Bilden anger de viktigaste kända miRNA för hjärtats regeneration. (Bild lånad 
från Katz MG et al. (3)) 
Omprogrammeringen av celler (bild 1 punkt 3) är också intressant med tanke på hjärtats 
regeneration efter en infarkt. De mest fördelaktiga cellgrupperna för omprogrammering 
är lokala celler som redan finns på infarktområdet. De vanligast förekommande är 
fibroblaster, som efter infarkt migrerar till området med döda kardiomyocyter och börjar 
bilda ärrvävnad.  (9) Man har konstaterat att även omprogrammeringen regleras av vissa 
miRNA familjer. En överexpression av miR-133 ökar fibroblasternas differentiering till 
kardiomyocyter  (10,11). En kombination av miR-133, miR-1 och kardiomyogeniska 
faktorer förbättrar omprogrammeringen ytterligare  (11). MiR-208 ökar också ompro-
grammeringen till kardiomyocytlika celler. Förutom omprogrammering till kardiomyo-
cyter har man också undersökt miRNAs roll i omprogrammeringen av mogna celler till-
baka till stamceller. MiR-290 och miR-302/367 har visats öka omprogrammeringen av 
fibroblaster till pluripotenta stamceller, som sedan i teorin kan bilda ny hjärtvävnad.  (5) 
Kardiomyocyternas proliferation (bild 1 punkt 1) är en tredje viktig aspekt i regenerat-
ionen och ligger i fokus för denna avhandling. Den behandlas skilt i följande delkapitel. 
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2.2. Kardiomyocyternas proliferation 
Cellers proliferation innebär en fortsatt tillväxt och delning av celler. Kardiomyocyter-
nas proliferation, dvs. deras fortsatta mitos blir i allmänhet väldigt begränsad några da-
gar efter födseln. Man har jämfört 1 och 7 dagar gamla möss; kardiomyocyterna hos 1 
dagar gamla möss är ännu mononukleära och hyperplastiska och hos 7 dagar gamla är 
de mestadels binukleära och hypertrofiska. Kardiomyocyter med flera kärnor är ett 
tecken på att celldelningen har avstannat. (12) Ett stort framsteg för den regenerativa 
hjärtforskningen vore att få kardiomyocyter att återgå till den mitotiska cellcykeln. 
 
En proliferativ cell undergår celldelningens normala faser: M, G1, S och G2. Dessa fa-
ser regleras till stor del av cykliner och därmed har cykliner också en avgörande roll i 
kardiomyocyternas proliferation. I neonatala möss har man har visat att nivån av cyk-
liner och cyklinkinaser i kardiomyocyterna sjunker efter en topp vid dag 5. Tanken är 
att proliferationen minskar med en minskad mängd cykliner och cyklintoppen vid dag 5 
bidrar till kardiomyocyters binukleation. (13)  
 
Cykliner och andra viktiga transkriptionsfaktorer för celldelning och tillväxt regleras av 
olika miRNA. Exempelvis cyklin D2 och SRF (serum response factor) som är viktiga 
för proliferation och tillväxt inhiberas av miR-133.  (14) Man har också funnit att andra 
miRNA familjers, som miR-15 och miR-34a vars expressioner ökar kraftigt hos möss 
efter födseln och stimulerar proliferativa cellers övergång till binukleära celler.  (5,15)  
MiR-195 minskar expressionen av CHEK1 genen som kodar för checkpointkinas 1, ett 
viktigt protein för upprätthållandet av cellcykeln (13).  Mir-99 och Let-7a familjerna 
påverkar också såväl regenerationen av hjärtat som proliferationen av kardiomyocyterna 
negativt. 
En ökning av MiR 17/92 och inhibition av miR-29 stimulerar kardiomyocyternas proli-
feration. MiR-590 i kombination med miR-199 har också visats bidra till en ökad proli-
feration.   (16) 
Proliferativa kardiomyocyter kan identifieras och undersökas med hjälp av prolife-
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2.3. Proliferationsmarkörer 
Att kunna kartlägga mängden prolifererande celler är väldigt viktigt i diagnostiken av 
maligniteter, men har också blivit en av hörnstenarna för regenerativ hjärtforskning. Till 
proliferationsmarkörer som används inom forskning hör bland annat phosphohistone H3 
(PHH3), EdU, BrdU, samt Ki-67 som användes i denna studie. 
 
Histonproteiners uppgift i cellen är att packa cellkärnans DNA tätare. Vid celldelning-
ens replikationsfas måste DNA strängen viras upp och detta sker bl.a. genom fosforyle-
ring av histoner. Histon H3 förekommer därmed fosforylerat i cellkärnan i sena G2 fa-
sen och M fasen och fungerar som en bra markör för mitotiska cellkärnor. Fosforylerat 
histon H3 förekommer inte heller i nekrotiska eller apoptotiska celler och därmed läm-
par den sig bra som en markör för proliferation.  (17) 
 
5-etynyl-2’-deoxyuridin (EdU) och 5-bromo-2’-deoxyuridin (BrdU) är analoger för 
tymidin och markerar därmed nysyntetiserat DNA. Båda baserna inkorporeras i DNA 
varefter de kan markeras immunohistokemiskt med fluorescerande antikroppar. Nack-
delen med BrdU i jämförelse med EdU är att BrdU kräver denaturering av DNA, som i 
sin tur kan orsaka skador i cellernas morfologi. (18)  
 
Ki-67, vars antikroppar användes i denna studie, är ett protein som finns i cellkärnan 
under cellens tillväxt och delningsfaser (M, G1, S, G2) men är frånvarande i fas G0  
(19). Ki-67 proteinets funktion i cellen är ännu rätt så okänd, men man har funnit att det 
deltar i bildandet av det perikromosomala kompartementet då kromosomer packas inför 
celldelning  (20).  
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2.4. Djurmodeller i regenerativ hjärtforskning 
Djurmodeller som används flitigt inom regenerativ hjärtforskning är vattenödlor, zebra-
fiskar och gnagare. Zebrafiskar och vattenödlor används p.g.a. deras goda regenera-
tionsförmåga och gnagare för att deras hjärtan har stora likheter med människohjärtat. 
 
Zebrafisken (Danio rerio) är en benfisk med väldigt bra regenerationsförmåga av hjär-
tat. Den kan återhämta sig från flera typers skada av hjärtat: ventrikulär resektion, frys-
skada och genetisk ablation av kardiomyocyterna (bild 2).  (21) Vid ventrikulär resekt-
ion bildas det snabbt ett koagel vars fibrinrika struktur lockar till sig fibroblaster och 
inflammatoriska celler. I stället för att ärrvävnad skulle bildas efter resektionen ersätts 
så småningom den skadade vävnaden av kardiomyocyter. Vid apikal resektion ökar 
mängden prolifererande kardiomyocyter lokalt runt det skadade stället i hjärtat. (22) 
Genetisk ablation innebär inducerad förändring i expressionen av vissa gener hos kar-
diomyocyterna, som kan orsaka nekros. Hos zebrafisken leder detta till en global ökning 
av prolifererande kardiomyocyter och regeneration av hjärtat.  (23) 
 
Hos vattenödlan har man också kunnat konstatera en bra regenerationsförmåga av hjär-
tat. Man har visat att en basal resektion av hjärtat läks fullständigt och en apikal resekt-
ion läks delvis (bild 2). Vid skada av hjärtat ökar mängden prolifererande kardiomyocy-
ter hos vattenödlan i hela hjärtat.  (21) 
 
Neonatala möss har använts flitigt inom hjärtforskning eftersom man har funnit att det 
neonatala hjärtat hos däggdjur ännu har en god regenerationsförmåga. Man har kunnat 
visa att en dag gamla neonatalmöss återhämtar sig nästan fullständigt från en inducerad 
hjärtinfarkt (bild 2). Samma studie visade att 7 och 14 dagar gamla neonatalmöss har en 
betydligt sämre regenerationsförmåga. (24) Neonatalmöss har också visats återhämta sig 
från apikal resektion av hjärtat och frysskada (bild 2). I de ovannämnda fallen av skada 
ökar kardiomyocyternas proliferation globalt.  (21)   
 
 7  
Bild 2. Bilden beskriver de vanligaste djuren som använts inom regenerativ 
hjärtforskning och deras regenerationskapacitet. (Bild lånad från Porrello ER et 
al. (19)) 
Den stora skillnaden i hjärtats regeneration hos vattenödlan, zebrafisken och däggdjuren 
är att vattenödlans och zebrafiskens kardiomyocyter till stor del hålls som små och mo-
nonukleära, till skillnad från däggdjurens kardiomyocyter som efter födseln växer och 
blir binukleära. (21) Detta är en viktig sak att beakta då man vill undersöka hjärtats fort-
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3. Avhandlingens målsättning 
Avhandlingens huvudmålsättning är att undersöka skillnader i hjärtats regenerations-
förmåga hos en och sju dagar gamla neonatalmöss efter en inducerad hjärtinfarkt. Detta 
görs genom immunohistokemisk analys av mängden prolifererande kardiomyocytkär-
nor. Studiens andra mål är att undersöka möjligheten att utnyttja automatisering i beräk-
ning av mängden kärnor. Till det används det Matlab-baserade datorprogrammet 
Nuquantus.  
 
Det större projektets målsättning är att finna nya mikroRNA riktade terapier för regene-
ration av ett vuxet hjärta. Där är målet att identifiera och undersöka olika miRNAs in-
verkan på metabolomik, transkriptomik och proteomik i hjärtvävnad.  MiRNA antas ha 
en betydande roll i regleringen av alla dessa processer. Denna avhandling koncentrerar 
sig på hur stor kardiomyocyternas fortsatta proliferation självständigt kan ha efter en 
hjärtinfarkt.  
 
Inför studien satte man upp följande frågeställningar: 
 
1. Har neonatalmöss med inducerad hjärtinfarkt under dag 1 bättre regenerations-
förmåga än möss med inducerad hjärtinfarkt under dag 7? 
2. Kan man optimera den immunohistokemiska markeringen så att kardiomyocy-
terna och de prolifererande kärnorna urskiljs bra? 
3. Kan man tillförlitligt utnyttja automatisering i beräkningen av mängden kardio-
myocytkärnor? 
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4. Material och metoder 
4.1. Val av möss 
I studien användes en och sju dagar gamla neonatalmöss. De delades in i fyra grupper. I 
två av grupperna inducerade man hjärtinfarkt (MI1 och MI7) och i två referensgrupper 
gjorde man endast en operativ öppning och slutning av bröstkorgen (SHAM1 och 
SHAM7). I studien togs sampel från totalt 25 möss av vilka åtta stycken var en dag 
gamla med hjärtinfarkt, åtta stycken var sju dagar gamla med hjärtinfarkt, fem stycken 




4.2. Inducerad hjärtinfarkt 
Hjärtinfarkterna hos neonatalmössen inducerades operativt. Som anestesimetod använ-
des hypotermi. Hypotermi minskar blodförlusten och orsakar både asystole och apné, 
vilket underlättar operationen.  
Ett transversellt snitt gjordes på nedre halvan av bröstkorgen och lateral thorakotomi 
gjordes i fjärde interkostala mellanrummet. LAD ligerades med ett stygn genom vänstra 
ventrikelväggen så att kärlet omslöts. (25) Efter operationen sattes mössen i en värme-
låda så att de nådde normal kroppstemperatur. Under dagarna efter operationen följde 
man med mössens ejektionsfraktion. 
 
4.3. Tagning av prover 
Tre veckor efter den inducerade infarkten avlägsnades hjärtana från mössen. Man frös 
ner hjärtana i Tissue-Tek O.C.T. mh.a. isopentan, som i sin tur var nerkyld med flytande 
kväve. Hjärtana förvarades i -80˙C. När de skulle snittas lät man dem tempereras en 
timme i -20C varefter de snittades i samma temperatur med mikrotom till 6 µm tunna 
skivor på provglas. Totalt gjordes 12 snitt per hjärta och varje hjärta snittades i papil-
lärmuskelplanet.  
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4.3. Immunohistokemisk markering 
Som primärantikroppar användes getens Troponin C antikropp och harens Ki-67 anti-
kropp. Troponin C är en kalciumsensor i kardiomyocyternas sarkomerer  (26) och dess 
antikropp markerar således kardiomyocyter. Ki-67 antikroppen markerar de prolifera-
tiva kärnorna i hela vävnaden  (19). 
Först fixerades proverna till provglaset med aceton i 10 minuter i +4C. Efter fixeringen 
tvättades de med TBS lösning (1 x 5 min) varefter man gjorde en blockering med 5 % 
åsneserum utspädd i en 0,1 % BSA lösning. Primärantikropparna pipetterades på pro-
verna efter blockeringen, utspädda i 0,1 % BSA lösning innehöll 5 % åsneserum och 0,3 
% triton. Ki67-antikropp användes i ett förhållande 1:100 och troponin C-antikropp i 
förhållandet 1:500. 
Efter att primärantikropparna applicerats lät man proverna stå över natten i +4C. Nästa 
dag tvättades proverna med TBS (3x5min). Sedan applicerades de fluorescerande se-
kundärantikropparna lösta i TBS; donkey anti-rabbit Alexa Fluor 555 i förhållandet 
1:200 och donkey anti-goat Alexa Fluor 488 i förhållandet 1:300. Donkey anti-rabbit 
Alexa Fluor 555 binder till Ki-67 antikroppen från haren och donkey anti-goat Alexa 
Fluor 488 binder till troponin C från geten.  
Efter att sekundärantikropparna applicerats fick proverna stå i rumstemperatur 60 min, 
varefter de tvättades med TBS (3 x 5 min). Slutligen fästes ett skyddsglas på provglaset 
med ett medium som också innehåller DAPI. DAPI markerar alla kärnor i proverna ge-
nom att binda till A-T rika områden i DNA. 
4.4. Fluorescensmikroskopet 
Efter immunohistokemisk markering fotograferades proverna under ett Zeiss Axio Ima-
ger fluorescensmikroskop. Bilderna togs från fyra områden per snitt; från septum, hjär-
tats fram- och bakvägg, samt från vänstra kammarväggen. I mikroskoperingen användes 
40x förstoring. Våglängderna som bilderna belystes med var 380nm för DAPI, 470nm 
för Troponin C och 555nm för Ki67. Totalt togs 12 bilder från varje hjärta. Expone-
ringstiderna justerades per automatik förutom för 555nm kanalen, som måste justeras 
manuellt för att undvika en för kraftig grön bakgrund.  
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4.5. Analys av bilder  
Istället för att analysera bilderna helt manuellt användes datorprogrammet Nuquantus 
för att beräkna mängden kardiomyocytkärnor i bilderna. Programmet använder sig av 
inlärningsmodeller för olika djurs vävnader, som baserar sig på tidigare bildanalyser 
utförda av histologer  (27).  
 
Programmet börjar med att korrigera ljusartefakter som uppstått då bilderna tagits och 
förbättrar bildkvaliteten (bild 3b). Efter att bilderna förbättrats framställer programmet 
vävnadens former och mönster med hjälp av olika segmenteringsmetoder (bild 3c). (27) 
Haralick segmenteringen mäter kontrastvariationer, FourierHOG analysen tar reda på 
vinklingen av formerna  (28).  
 
På basis av segmenteringen kan programmet räkna ut mängden kardiomyocytkärnor 
(bild 3d). Programmet kan också räkna mängden prolifererande kärnor, men p.g.a. för 
mycket bakgrund för 555 nm kanalen i en stor del av bilderna gav programmet för stora 
värden på prolifererande kärnor. Därför räknades de skilt för hand.  
 
Nuquantus ger också möjlighet för manuell rättning av valda kardiomyocyter (bild 3e) 
men den funktionen användes inte i denna studie, eftersom programmets beräkningar 
ansågs tillförlitliga.  Till slut ger programmet mätdata i form av en Excel-tabell där 
mängden kardiomyocytkärnor var intressanta för studien (bild 3g). 
 
Av de 300 bilderna måste 52 förkastas p.g.a. dålig morfologi. I de förkastade bilderna 
kunde antalet celler varken uppskattas per automatik eller manuellt. Inga av försöksdju-
ren föll dock helt bort ur studien och representationen av de olika grupperna var ännu 
tillräcklig. 
  















Nuquantus överförde kalkylerna över mängden cellkärnor direkt till en Excel-tabell. För 
varje bild som Nuquantus räknade uppskattades mängden cellkärnor ögonmässigt till 
korrekt. Bilder där mängden kardiomyocytkärnor tydligt var felberäknade av Nuquantus 
hade så dålig morfologi att de måste förkastas. Mängden prolifererande kardiomyocyt-
kärnor räknades för hand, därmed fick man xdjurspecifika medelvärden för antalet pro-
lifererande kardiomyocyter. Mushjärtana behandlades som två skilda sampel beroende 
på tidpunkten för operationen: MI1 jämfördes med SHAM1 och MI7 med SHAM7. 
Därför kunde man som analyseringsmetod använda T-test för oberoende sampel. Ur T-
testet kunde avläsas medelvärde, standardavvikelse och tvåsidigt p-värde. Resultatet på 
T-testet konstaterades signifikant för tvåsidiga p-värden <0,05 där man beaktat varian-
ser.  
  
Bild 3. Nuquantusprogrammets funktionsprincip. (Bild lånad från: Gross P et al (25)) 
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5. Resultat 
5.1 Varierande mängd proliferation mellan grupperna 
I studien undersöktes mängden prolifererande kardiomyocyter hos en och sju dagar 
gamla möss (MI1 och MI7) med inducerad hjärtinfarkt, samt deras referensgrupper utan 
infarkt (SHAM1 och SHAM 7). Totalt var mössen 25 till antalet. I grupp MI1 fanns det 
åtta hjärtan, i SHAM1 fyra hjärtan, i MI7 åtta hjärtan och i grupp SHAM7 fanns det 5 
hjärtan. 
  
Från varje hjärta togs tre snitt från papillarmuskelplanet som markerades med fluoresce-
rande antikroppar. Av varje snitt togs fyra immunofluorescensbilder som resulterade i 
ett material på 300 bilder. Av de 300 bilderna måste 52 förkastas p.g.a. förstörd morfo-
logi.  Från de 248 resterande bilderna räknades sedan manuellt antalet prolifererande 
kardiomyocytkärnor och totala mängden kardiomyocytkärnor per automatik. Från dessa 
värden kunde man för varje hjärta räkna ut ett medeltal för andelen proliferativa kar-
diomyocytkärnor (%). De individuella värdena för andelen proliferativa kardiomyocyt-
kärnor kan avläsas ur graf 2. 
 
 Andelen proliferativa kärnor jämfördes sedan inom de två åldersgrupperna. MI1 jäm-
fördes med SHAM1 och MI7 med SHAM7. Som analyseringsmetod användes ett T-test 
för oberoende sampel. Ur T-testet kunde avläsas medelvärde, standardavvikelse och 
tvåsidigt p-värde.  
 
De proliferativa kärnornas andel för MI1 blev 4,38% med standardavvikelsen 2,53% 
dvs. 4,38±2,53(%). För SHAM1 blev värdet 1,54±1,57 (%). Det tvåsidiga p-värdet mel-
lan grupperna var 0,047 varianser medräknat, d.v.s. en signifikant ökning i mängden 
prolifererande kardiomyocyter kunde konstateras mellan grupperna (graf 1). 
 
De proliferativa kärnornas andel för MI 7 blev 1,93±2,22 (%) och för SHAM7 
1,30±0,83 (%). Det tvåsidiga p-värdet mellan grupperna var 0,603 varianser medräknat, 
d.v.s. ingen signifikant ökning i mängden prolifererande kardiomyocyter kunde konsta-
teras hos de sju dagar gamla mössen med inducerad infarkt (graf 1). 
 14  
 
Graf 1. Grafen visar en tydlig skillnad i kardiomyocyternas proliferation mellan grup-
perna  MI1 och SHAM1 medan MI7 gruppen inte uppvisar en signifikant ökning i 
proliferationen i förhållande till gruppen SHAM7. 
Graf 2. Ur grafen kan avläsas de djurspecifika andelarna av prolifererande kardiomyocyter 
hos de 25 mössen som användes i studien. 
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5.2. Bildanalys 
Den automatiserade bildanalyseringsmetoden med Nuquantus fungerade bra men hade 
sina brister. Man kunde inte ställa in hur sensitivt programmet skulle beakta olika färg-
kanaler, vilket medförde att man måste göra analysen för proliferativa kärnornas del 
manuellt. För att analysen skulle fungera fullständigt per automatik krävs perfekta im-
munohistokemiska färgningar och bilder. Sådana bilder kan vara svåra att erhålla. Ana-
lysen med Nuquantus sparar dock flera timmar arbete och är både konsistent och objek-
tiv  (27). Nedan (bild 4 till bild 7) presenteras Nuquantus korrigerade bilder. En bild 
från varje grupp. 
Bild 4. Till höger den ursprungliga fluorescensbilden från ett MI1 hjärta, till vänster 
den av Nuquantus förbättrade bilden där av programmet registrerade prolifererande 
kardiomyocytkärnor är märkta med turkost. 
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Bild 6. Till höger den ursprungliga fluorescensbilden från ett MI7 hjärta, till vänster 
den av Nuquantus förbättrade bilden där av programmet registrerade prolifererande 
kardiomyocytkärnor är märkta med turkost. 
Bild 5. Till höger den ursprungliga fluorescensbilden från ett SHAM1 hjärta, till 
vänster den av Nuquantus förbättrade bilden där av programmet registrerade prolife-
rerande kardiomyocytkärnor är märkta med turkost. 
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Bild 7. Till höger den ursprungliga fluorescensbilden från ett SHAM7 hjärta, till 
vänster den av Nuquantus förbättrade bilden där av programmet registrerade prolife-
rerande kardiomyocytkärnor är märkta med turkost. 
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6. Diskussion 
6.1. Ökad proliferation efter infarkt 
I studien kunde man påvisa en ökning av mängden prolifererande kardiomyocyter hos 
neonatalmöss med inducerad hjärtinfarkt under dag 1 i förhållandet till möss utan in-
farkt. Motsvarande grupp med inducerad infarkt under dag 7 visade inte en betydlig ök-
ning i proliferationen. Proverna togs 21 dagar efter inducerad infarkt. Resultaten tyder 
på att proliferationsfönstret stänger sig hos mössen mellan 1 och 7 dagar, vilket också 
har konstaterats i andra studier (ex. Haubner BJ et al. (2)). I den sistnämnda studien 
konstaterades också att vid dag 7 efter en inducerad hjärtinfarkt på dag 1 hade hjärtat 
nästan helt återhämtat sig, men proliferationen var ännu ökad åtminstone vid dag 10  
(4).  
6.2. Val av försöksdjur 
Djurmodellen som användes i denna studie var ändamålsenlig med tanke på det större 
projektet, där man söker efter mikroRNA riktade terapier och i huvudsak har använt sig 
av gnagare.  
Protokollet för ligeringen av LAD fungerade bra, med tanke på att man kunde använda 
hypotermi som anestesimetod och inte behövde mekanisk ventilering eller sedativa äm-
nen. 
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6.3. Markeringsprotokollet 
Markeringsprotokollet för proverna fungerade tillräckligt bra för att senare kunna analy-
sera hjärtanas proliferativa aktivitet. Något som dock skapade problem var fästningsme-
diet som inte bara fäste skyddsglaset men också innehöll DAPI som markerar cellernas 
kärnor. DAPI hölls bunden till cellkärnorna högst ett dygn förrän den började sprida sig, 
vilket ledde till att provglasen måste tvättas med PBS och sedan fästas på nytt. Anti-
kroppen för KI-67, som användes i denna studie, fungerade relativt bra som prolife-
rationsmarkör förutom att den emitterade ljus rätt så svagt med sin sekundärantikropp 
Alexa Fluor 555. Detta ledde till att man var tvungen att öka på exponeringstiden vid 
bildtagningen, vilket orsakade en del grön bakgrund. Den gröna bakgrunden gjorde 
automatiserad analys av mängden prolifererande kardiomyocyter omöjlig. Därför var 
man tvungen att manuellt räkna de prolifererande kärnornas mängd. Genom att öka Ki-
67 antikroppens koncentration skulle man antagligen inte ha kommit till ett bättre resul-
tat i.o.m. att det redan med ett 1:100 förhållande fanns en del grön bakgrund då bilderna 
togs med mikroskopet. Ett alternativ skulle möjligtvis vara att byta ut Ki-67 antikroppen 
mot en annan proliferativ markör, t.ex. phosphohistone H3, BrdU eller EdU. 
 
6.4. Bevarad morfologi viktig för analys 
Efter den immunohistokemiska markeringen kunde man konstatera att morfologin i 
hjärtvävnaderna var aningen skadad. Detta härstammade antagligen från frysningspro-
cessen. I denna studie lades alltså hjärtana i Tissue-Tek O.C.T. och frystes mh.a. iso-
pentan, som i sin tur var nerkyld med flytande kväve.  
En annan faktor som kan påverka morfologin är snittningsprocessen. Hjärtana snittades 
i 6 µm tunna skivor på provglas. Möjligtvis kunde tjockare skivor ha gett en bättre mor-
fologisk struktur. Å andra sidan skulle det ha resulterat i flera cellager på varandra, vil-
ket skulle ha gjort beräkningen av antalet celler betydligt svårare. Till följd av dessa 
problem eller p.g.a. bristfällig immunohistokemisk markering var man tvungen att 
lämna bort en del av bilderna (48/300) från studien. Alla de 25 försöksdjuren som tagits 
med i studien från början var dock ännu representerade i den slutliga analysen. 
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6.5. Automatiserad beräkning av cellkärnor 
Den automatiserade beräkningen av cellkärnor med hjälp av datorprogrammet Nuquan-
tus sparade mycket tid och gav klart en objektivare och en mera konsistent analys av 
materialet än man skulle ha fått manuellt. Andra alternativ för automatiserad beräkning 
av cellkärnor finns också, t.ex. imageJ  (29). Det som gjorde Nuquantus till ett fördel-
aktigt alternativ i denna studie var att programmet har en färdig modell för mushjärtan 
och behöver väldigt lite förinställningar. Programmet kan också avgöra vilka kärnor 
som är kardiomyocytkärnor och vilka som ligger utanför, något som inte skulle lyckas 
med ett vanligt bildbehandlingsprogram.   
Nackdelen med Nuquantus var att man inte kunde i programmet ändra på hur sensitivt 
de olika färgkanalerna i bilderna skulle beaktas och därför kunde inte mängden prolife-
rerande cellkärnor räknas per automatik. 
Manuell beräkning av celler och cellkärnor må ännu vara den gyllene standarden i flera 
sammanhang, men kommer definitivt att så småningom automatiseras. 
 
6.6. Slutsats 
I studien hade man som mål undersöka skillnader i hjärtats regenerationsförmåga hos en 
och sju dagar gamla neonatalmöss efter en inducerad hjärtinfarkt. Studiens andra mål 
var att optimera den immunohistokemiska markeringen så att kardiomyocyter och proli-
fererande kärnor bra kunde urskiljas och som tredje att undersöka möjligheten att ut-
nyttja automatisering i beräkningen av mängden kardiomyocytkärnor.  
 
1. Betydligt ökad proliferation av kardiomyocyter kunde konstateras hos neona-
talmöss med inducerad hjärtinfarkt under dag 1 men inte hos neonatalmössen 
med inducerad hjärtinfarkt under dag 7. 
2. Markeringsprotokollet presenterat i kapitel 4.3. fungerade rätt så bra men proli-
ferationsmarkörens fluorescerande antikropp var aningen svag i mikroskopet. 
3. Automatiserad beräkning av cellkärnor kunde utnyttjas som redskap i bildana-
lysen, men de prolifererande kärnorna måste räknas för hand. 
Denna studie ger orsak att forska vidare kring neonatalmössens regenerationsförmåga 
av hjärtat och undersöka genom vilka mekanismer proliferationen ökar.  
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